PCT/FR98/01767 



TRAITE D^OOPERATION EN MATIERB^E BREVETS 

w W 1 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 


PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d' expedition (jour/mois/annee) 
09 avril 1999 (09.04.99) 


Oemande Internationale no 
PCT/FR98/01767 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
RS Cas 252 - AB/CB 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

07 aout 1998 (07.08.98) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
26 aout 1997 (26.08.97) 


Deposant 

MARTINEZ, Jean etc 



1. L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Florence du dossier du deposant ou 
du mandataire 

RS Cas 252 - AB/CB 


POUR SUITE vo,r la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
. ~~ (formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 
A DONNER K 


Demande internationale n° 
PCT/FR 98/01767 


Date du dep6t international (jour/mois/ann$e) 

07/08/1998 


(Date de priority (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann£e ) 

26/08/1997 


Deposant 

SOCIETE DE CONSEILS DE RECHERCHES ET et al . 



Le present rapport de recherche internationale, Stabli par I'administration charged de la recherche internationale est transmis au 
deposant conform^ment a ('article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 



Ce rapport de recherche internationale comprend 



. feuilles. 



fxl 11 e st aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'^tat de la technique qui y est cite" . 



1 . II a ete estim6 que certaines revendications nepouvaient pas faire I'objet d'une recherche(voir le cadre I). 

2 - EH 11 y a absence d'unite de l'invention(voir le cadre II). 

La demande internationale contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides oud'acides amines et la 
recherche internationale a ete" effectue'e sur la base du listage de sequence 

I | depose avec la demande internationale 

IY1 four ™ par le deposant separe*ment de la demande internationale 

I I sans etre accompignee d'une declaration selon laquelle ii n'inclut pas d'e^ments 
allant au-dela de ia divulgation faite dans la demande internationale telle 
qu'elle a 6te~ deposed. 

| | transcrit par I'administration 

4. En ce qui concerne le titre, le texte est approuvS tel qu'il a 6t6 remise par le deposant. 

I I Le texte a ete" e>tabli par Tadministration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne i'abrege, 

□ 



le texte est approuv^ tel qu'il a 6t6 remis parle deposant 

le texte (reproduit dans le cadre III) a ete" 6tabli par I'administration conforme'ment a la 
regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a I'administration dans un de^ai 
d'un mois a compter de la date d'exp6dition du present rapport de recherche internationale. 



La figure des dessins a publier avec I'abr6g6 est la suivante: 
Figure n° = Q sugge>6e par le deposant. 

I | parce que le deposant n'a pas sugg^re" de figure. 

I I parce que cette figure caracteVise mieux I'invention. 



□ 



Aucune des figures 
n'est a publier. * 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1992) 



RAPPORT Dk= RECHERCHE INTERNATIONALE 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEh n l4DE 

CIB 6 C07H21/00 C12N15/11 C12Q1/68 



«le Internationale No 
FR 98/01767 



Selon la classification intemationale cles brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboies de classement) 

CIB 6 C07H C12N C12Q 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans ia mesure ou ces documents relevent des domaines sur iesquels a porte la recherche" 



de donnees electronique consultee au cours de la recherche intemationale <nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



A.G.KATOPODIS ET AL. : "Functional and 

Structural Characterization of 

Pept idyl ami doglycol ate Lyase, the Enzyme 

Catalyzing the Second Step in Peptide 

Amidation. " 

BIOCHEMISTRY. , 

vol. 30, no. 25, 25 juin 1991, pages 

6189-6194, XP002074069 

EASTON, PA US 

cite dans la demande 

voir le document en en tier 

-/— 



| X I Voir ,a suite du ^dre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



0 Categories speciales de documents cites: 

'A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considers comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date de depdt international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant la date de depat international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



"T" document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de ('invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

19 janvier 1999 


Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 

29/01/1999 


Norn et adresse postale de i'administ ration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Scott, J 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Oemdnde Internationale No 

fc'FR 98/01767 



# 



Categorie 



Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'indlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



S.A.NARANG: "dna synthesis" 
TETRAHEDRON. , 

vol. 39, no. 1, 1983, pages 3-22, 

XP002074070 

OXFORD GB 

cite dans la demande 

voir le document en entier 



Foimulalre PCT/ISA/21 0 (SLits do la deuxtdme lauille) (julllet 1 992) 



page 2 de 



2 



A: CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA OEMANOE , 

CIB 6 C07H21/00 C12N15/11 C12Q1/68 



Selon la classification intemationale des brevets (CIS) ou a (a fois selon la classification nationale et la CIB 



Oema ru .ternationate No 

^ ^FR 98/01767 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consulted (systame de classification suivi des symboles da dassement) 

CIB 6 C07H C12N C12Q 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevant des domaines sur lesquets a port© la recherche 



Base de donnees electronique consuttee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termea de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CON9DERES COMME PERTINENTS 



Categorie • Identification des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



A.G.KATOPODIS ET AL. : "Functional and 
Structural Characterization of 
Peptidylamidoglycolate Lyase, the Enzyme 
Catalyzing the Second Step 1n Peptide 
Amidation. " 
BIOCHEMISTRY. , 

vol. 30, no. 25, 25 juin 1991, pages 

6189-6194, XP002074069 

EASTON, PA US 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

-/— 



m 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la tiste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets son! indiques en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

"A" document deflnissant fetat general de la technique, non 
considere com me particulierement pertinent 

"E* document anterieur. mais publie a la date de depdt international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant }eter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'una 
autre citation ou pour une raison speciate (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres mo yens 

"P" document publie avant la date de depot International, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de Nnvention 

"X" document particulierement pertinent; finven tion revendiquee ne peut 
etre constderea comme nouvelfe ou comme imp li quant une actlvite 
inventive par rapport au document considere Isolement 

"Y* document particuHerement pertinent; finven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant Evident a 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famiHe de brevets 



Data a laquelle la recherche intemationale a eta effectivement achevee 



19 janvler 1999 



Date d* expedition du present rapport de recherche intemationale 



29/01/1999 



Nom et adresse postale de 1'admtnistration chargee de la recherche intemationaie 
Oflice European des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rtjswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctfonnaire autorise 



Scott, J 



FornKjIairo PCT/lSA/210(deuxi*m» louillo) (juiftet 1992) 
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RAPPORT DE RE 



HE INTERNATIONALE 



temationale No 

/FR 98/01767 



C.(suite> DOCUMENTS CONSIDERE5 COM ME PERTINENTS 



Categorte a Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'indlcationdes passages pertinents 



no. des revendicattons vtsees 



S.A.NARANG: "dna synthesis" 
TETRAHEDRON. , 

vol. 39, no. 1, 1983, pages 3-22, 

XP002074070 

OXFORD GB 

cite dans la demande 

voir le document en entier 



Fonnulaire PCT7IS A/210 (stile do Is deuxiimo Isuilte) UuHlet 1 992) 



Ol.os.M/jto-^ -CG . 

TRAITE D^OOPERATION EN MATIEF^E BREVETS 



PCT/FR98/01767 



PCT 

INFORMATIONS RELATIVES AUX 
nPFirp*; pi u<; 0111 ont recu 
NOTIFICATION DE LEUR ELECTION 

frpnlp 61 3 du PCT) 


Destinataire: 

BOURGOUIN, AndrS\ 

Beaufour IPSEN -SX.AtF. 

Direction de la Proprtete - / 

Industrielle > x 

42, rue du Docteur Blanche 

F-75016 Pans 

FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
09 avril 1999 (09.04.99) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
RS Cas 252 - AB/CB 


INFORMATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no Date du depot international Gour/mois/annee) Date de pnonte (jour/mo.s/annee) 
PCT/FR98/01 767 07 aout 1 998 (07.08.98) 26 aout 1 997 (26.08.97) 


Deposant soaETE DE CONSEILS DE RECHERCHES ET D'APPLICATIONS SCIENTIFIQUES 
(S.C.R.A.S.) etc 



1. Le deposant est informe que le Bureau international a. conformement a l article 31.7). notifie a chacun des offices suivants 
son election: 

AP :GH,GM,KE,LS,MW,SD,SZ,UG,ZW 

EP :AT,BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GRJEJTmMC,NL,PT,SE 
National :AU,BG,BR.CA,CN,CZ,DE # GB f IL ( JP.KP,KR.MN,NO f NZ,PL f RO,RU,SE,SK.US / 

VN 

2. Les offices suivants ont renonce a ^exigence selon laquelle ils sont notifies de leur election; la notification de leur election 
leur sera envoyee par le Bureau international seulement a leur demande: 

EA : AM,AZ, B Y, KG , KZ,M D, R U,T J ,TM 

OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GW,ML,MR,NE3N,TD,TG 

National :AL,AM,AT,AZ,BA,BB,BY,CH / CU,DK,EE > ES,FI,GE / GH f GM,HR,HU,ID,ISJCE 
KG,KZ,LC,LK^R^S,LT,LU^V,MD,MG f MK,MW < MX,rn-,Sp ; SG,SI,SL / TJ,TM,TR,TT > UA, 

UG,UZ,YU,ZW 



|u"iMloit aborder la "phase nationale" aupres de cfr 

k _:_ i. - ---- «J A l« *J <4a nrinriro Prill r rf> fair 



3 II est raoDele au deoosant qu-jMfoit aborder la "phase nationale" aupres de chacun des offices mentionnes ci-dessus avant 
4piS copter de la date de priorite. Pour ce faire, i. doit payer la ou ^^n^l*** 

re^ett>e si elle est prescrite, une traduction de la demande internationale (art.c le 3£ .1)a) echeant Une 
traduction de toute annexe du rapport d'examen prehminaire international (article 36.3)b) et regie 74.1). 

Certains offices ont fixe des delais superieurs au delai mentionne ci-dessus. Pour des r enseig^ements ^J^'f ""^^.f 1 ^ 
dftais applicables et des actes a accomplir a I'ouverture de la phase nat.onale aupres d'un office donne, voir le volume II du 



Guide du deposant du PCT. 



'ouverture de la phase regionale europeenne est differee jusqu'a I'expiration d'un dels 
priorite pour la totalite des Etats designes aux fins de I'obtention d'un brevet europeen. 



delai de 31 mois a compter de la date de 





Fonctionnaire autorise: yf 


Bureau international de TOMP1 


Sean Taylor O /|^ ^ 


34, chemin des Colombettes 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 ^ 


Formulaire PCT/IB/332 (septembre 1997) 


2561595 



TRAITE D 



^REOPERATION EN MATIER 

PCT 



T 



BREVETS 



RAPPORT D EXAMEN PRELIMINAIRE INTERN/UfittSflAJ E£L 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

RS Cas 252 - AB/DD 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR98/01767 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
07/08/1998 


Date de priority Qour/mois/ann6e) 
26/08/1997 


Classification internationale des brevets (CIB 
C07H21/00 


ou a la fois classification nationale et CIB 


Deposant 

SOCIETE DE CONSEILS DE RECHERCHES ET et al. 



international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 4 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

H II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a^ire de feuilles de la description, des revindications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectrf.cat.ons fartes aupres de 
?ldStSon chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et (-instruction 607 des Instruct.ons 

administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent six feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I K Base du rapport 

II □ Priorite 

Hi □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possible 
d'application industrielle 

IV □ Absence d'unite de I'invention 

V B Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possible 

d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularites dans la demande internationale 

VIII □ Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

16/02/1999 


Date d'achevement du present rapport^ <- 


Norn et adresse postale de Vadministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

37- Office europeen des brevets 

Xjft D-80298 Munich 

T$|. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autoris6 

Gohlke, P \ & "11 

N* de telephone +49 89 2399 8549 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) Qanvier 1994) 



RAPPORT D EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR98/01 767 



I. Base du rapport 

1 Ce rapport a 4te redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
* Voffice recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'articie 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu elies ne continent 



pas de modifications.) : 
Description, pages: 

1,3-14 

2 



version initials 

re$ue(s) avec telecopie du 30/09/1 999 



Revendications, N°: 

1-15 version initiale 

1 6 _25 regue(s) avec telecopie du 30/09/1 999 
Dessins, feuilles: 

1/3.3/3 regue(s) avec telecopie du 30/09/1 999 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles: 



3 □ Le present rapport a ete formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6X6 considerees 
comme allant au-dela de I'expose de ('invention tel qu'il a ete deposS, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)): 



4. Observations complementaires, le cas echeant 



Formulaire PCT/lPEA/409 (cadres l-VIH, feuille 1) (Janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande international n° PCT/FR98/01 767 



V Declaration motivee selon larticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
duplication industrielle; citations et explications a l appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Out: Revendications 1-25 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 1-25 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1 -25 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres I- VIII, feuille 2) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR98/01767 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Section V: 



Aucun art anterieur disponible ne divulgue I'objet revendique dans la presente 
demande concernant de nouveaux oligonucleotides et leur application comme sondes 
pour Identification des ARNm codant pour les precurseurs d'hormones polypeptidiques 
amidees. 

Le document "Biochemistry, 1991, 30, 6189-6194" considere comme representant I art 
anterieur le plus proche, decrit le mecanisme d'action et la structure de I'enzyme 
peptidylaminoglycolate lyase qui catalyse la reaction d'amidation des precurseurs 
d'hormones polypeptidiques amidees (extremite C-terminale avec fonction ac.de libra) 
en I'hormone active et resistante (extremite C-terminale amidee), et permet ainsi la 
maturation de I'hormone. II est connu de ce document que 
La presente demande concerne I'identification de precurseurs d'hormones 
polypeptidiques amidees, (et ainsi I'identification de nouvelles hormones 
polypeptidiques amidees) par application des oligonucleotides OX, ou OX et OZ, 
comme sondes pour I'identification des ARNm codant pour lesdits precurseurs 
d'hormones. Les oligonucleotides OX etant capables de s'hybrider avec OY = 
sequence oligonucleotidique codant pour le site de reconnaissance sur le precurseur 
de ou des hormones de sequence Gly Arg(Lys) Arg(Lys), et les oligonucleotides OZ 
etant capables de s'hybrider avec une sequence consensus signal caracteristique des 
hormones polypeptidiques amidees comportant la sequence Leu Leu aa1 aa2 Leu. 
Cette methode.se differencie done des techniques classiques d'isolement et de 
purification des proteines et off re I'avantage de mettre en evidence simultanement 
plusieurs hormones par identification directe de la sequence nucleotidique codant pour 
lesdits precurseurs. 

L'objet des revendications de la presente demande semble done satisfaire aux 
conditions des articles 33(2) et (3) du PCT. 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 




Cette rtaction impose la presence d'un site dc reconnaissance sur le precurscur dc ou des 
hormones, site qui comportc toujours la sdquence : glycine et deux acides amines 
basiqucs (argininc ou lysine) (cf. A.G. Katopodis et coll.. Biochemistry, 30(25), 
6189-6194. June 1991, ct idfdrcnccs citdes). 

Lcs hormones polypcptidiques amiddes qui sont destindes & etre sdcrdtdes hors du 
reticulum endoplasmique sont connues pour comportcr unc sdquence consensus signal 
d'une quinzainc £ unc trcntainc d'acides aminds, cette sequence est prdsente a rextrdmitd 
N-tcnninalc dc la chainc polypcptidiquc. EJ Jc est coupdc plus lard par une enzyme signal 
peptidase, de sortc qu'on ne la retrouvc plus dans la protdinc unc fois sdcrdt^e 
(cf. R Cuttitta, The Anatomical Record, 236, 87-93 (1993) ct rdfdrences citdes), 

A Thcurc actuellc, la ddcouvcrtc d'unc nouvcllc protdinc n'est pas une chose aisde, 
L'isolemeni et la purification des prolines peuvent se faire par des techniques divcrscs : 
prdcipitation au point isodlectrique, extraction Elective par certains solvants, puis 
purification par cristallisation, distribution i contrc courant, chromatographic 
d'adsorption, dc partagc ou par dchangc d'ions, dlcctrophorfcsc... Ccpcndant ccs 
techniques sous-cntendent la connaissancc des propridtds dc la protdinc & isolcr. Par 
ailleurs, lorsqu'on dispose d'un cchantillon pur d'une nouvelle proline intdressante sur 
lc plan thdnipcutiquc, il reste encore de nombrcuses Jtapes avant dc disposer d'un micro- 
organisme gdndtiqucmcnt modifid capable dc la synthdtlser. 

La mdthode proposde par la prdscntc invention offrc Tavantagc, par l'utilisation d'une 
particularity de la sequence peptidiquc du prdcurscur de toutcs hormones amiddes 
connues l ce jour, dc pennettrc la misc en evidence simultandc dc plusicurs nouvcllcs 
hormones dc cette catdgori«, Cette recherche se fait par ridentincation diiccte dc la 
sdquence nucldotidiquc codant pour lesdits prdcurscurs dans des banqucs d'ADNc 
prdparees a partir de tissus dans lesquels lcs prdcurscurs dc ccs hormones sont 
susceptibles d'etre synthdtisds. 

La recherche par ccttc mdthodc est bcaucoup moms contraignantc que lcs techniques 
classiques de biochimie citfies pndeddemment car : 

- clle peut conduire a isoler, suivant le m£me principe, plusicurs prdcurscurs distinct* 
prdscnts dans lc mCrac tissu ; 

- clic pcrmet de mcttre en dvidence, dans lcs memes conditions techniques, des 
pnScurscurs corrcspondant b des hormones ayant des propridtds biochiraiqucs ct 
biologiqucs triis diffdrcntcs ; 

- cilc autorisc ridentification concomitantc dc toutcs lcs hormones peptidiqucs pouvant 
etre contenues dans le meme pnxurseur. 




16. Mdthodc d'idcntification du pnScurseur d'un peptide ay ant une cxtrtmitd C-tcrrainalc 
amiddc, caract6ri«5c par les (Stapes successi vcs suivantes : 

- obtcntion d'unc banquc d'ADN; 

- hybridation d'un ou plusieurs oligonucleotides scion Tunc 
5 quclconquc des revendications I a 7 avec ladile banque d'ADN; 

- identification de la' ou les sequences d'ADN de laditc banquc qui 
s'hybride avec un oligonucleotide scion Tunc quclconquc des revendications I i 7; 

- identification dans cette ou ccs sequences d'un ou plusieurs 
prdcurscurs dc peptides avcc une possible extremis C-terminal amtdde. 

I0 17. Mdthode selon la revendication 16, caractdrisce en ce que I'etape d'hybridation 
utilise une librairic combinatoire selon la revendication 15. 

18. Mdthode ^identification du prficurscur d'un peptide ayant une extn5mit£ C-tenminale 
amid&, caract^risec par les dtapes succcssives suivantes : 

- obtention d'unc banquc d'ADN; 

15 - utilisation dc la technique PCR pour amplifier Ic fragment d'intdret i 

Taide d'un ensemble ^oligonucleotides scion Tune quclconquc des revendications 1 i 7 
et d'un autre ensemble ^oligonucleotides scion la revendication 14; 

- identification dc la ou les sequences d'ADN de laditc banque qui ^ 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune queiconque des revendications 1 i7; 

20 - identification dans ccttc ou ccs sequences d'un ou plusieurs 

pnScurscurs dc peptide avec une possible cxtremile C-terminal amidec. 

19. Mdthode selon la revendication 18 f caractcrisee en ce que I'Ctapc d'amplification 
utilise unc librairic combinatoire selon la revendication 15. 

20. M6thodc d'idcntification du pn-curseur d'un peptide ayant unc cxtr6mite C-tcrminaic 
25 amid6c, caracterisec par les elapes successive* suivantes : 

- obtention d'unc banquc d'ADN; 

- utilisation de la technique PCR pour amplifier lc fragment d*int6ict 1 
I'aide d'un ensemble d'oligonucieotidcs scion Tunc quelconque des revendications 1 i 7; 
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- identification de la ou lcs sequences d'ADN de laditc banquc qui 
sliyhridc avec un oligonucleotide scion I'une quelconquc dcs revendications 1 a 7; 

- identification dans cette ou ccs sequences d'un ou plusieurs 
prccurscurs dc peptides avec unc possible cxtrcmite* C-terminal amidce. 

21. M6thodc scion la rcvendication 20, caractcriscc en ce que l'eiape d'amplification 
utilise unc librairic combinatoirc scion la rcvendication 15 . 

22. Mdthodc d'identification du pnScurscur d'un polypeptide ayant unc cxtrdmitd C- 
tcrminalc amidce, caractcriscc par lcs dtapes suivantcs : 

- obtcntion d'unc banquc d'ADN; 

- utilisation de la technique PCR pour amplifier le fragment d'intcrct a 
l'aide d'un oligonucleotide scion Tunc quclconque des revendication 1 a 7 et un autrc 
oligonucleotide simple brin capable dc s'hybridcr cn conditions douces ou stringenies 
avec unc sequence consensus universcllc contcnuc dans la sequence du vecteur 
plasmidique dons lequcl sont clones lcs ADNe dc la dite batique d'ADN, tets que lcs 
primers T3, T7, KS, SK, MB. Reverse; 

- identification dc la sequence d'ADNc dc laditc banquc qui sliybride 
avec un oligonucleotide scion l'unc quclconque dcs revcndication I a 7; 

- identification dans cette sequence d'un ou plusieurs prtcurseurs de 
peptides avec une passible extr&nite' C-terminal amidde. 

23. \fcthodc scion la rcvendication 22. caractcrisce en ce que IVStape d'arapUfication 
utilise une librairie combinatoirc scion la rcvendication 15 . 

24. Mdthodc scion Tunc quclconque dcs revendications 16 a 23, caractcriscc cn cc que la 
banque d'ADN est une banquc d'ADNc. 

25. M6thode selon I'une quclconque dcs revendications 16 a 24, caractensee en ce que 
a l'oligonuclcotide simple brin est detectable a l'aide d'un agent dc marquagc, tel que lc 

ou la digoxygdninc. 



15 



20 



Sequence du plasmide pGEM <&-T Easy Vector 



Le plasmide pGEM®-T Easy Vector, dont la .sequence est reproduite ci-dessous, a <5t<5 linearise 
avec EcoK V a la base 60 de ceue sequence (indiquCc par une astcrisque). On lui a ajoutd un T 
aux deux c*trcmitcs 3*. Le T ajoutd n'est pa* inclus dans cctte sequence. La sequence 
reproduite ci-apres correspond a 1'ARN synth&ise par la T7 ARN polymerase et est le 
coraplcmcntairc dc 1'ARN syntheUsc- par la SP6 ARN polymerase. 



1 
51 



GGCCGAXTTO GGCCCGACGT CGCATOCTCC CGGCCGCCAT GCCGOCCGCG 
GGAATTCGAT-ATCACTAGTG AATTCGCSGC CGCCTGCAGC TCGXCCATAT 
101 GGGAGAGCTC CCAACGCGTT GGATGCATAG CTTGAGTATT CTATAGTGTC 
151 ACCTAAATAG CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT 
201 TGTTATCCGC TCACAATTCC ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG 
251 TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTGCGTTGC 
301 GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA GCTGCATTAA 
351 TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCCTATTC GGCGCTCTTC 
401 CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCCGCGAG 
451 CGGTATCAGC TCACTCAAAG CCCGTAATAC GCTTATCCAC AGAATCAGGG 
501 GATAACGCAG GAAAGAACAT GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA 
CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG 



5S1 



601 ACCAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG AAACCCGACA 
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iH tl : 



651 GGACTATAAA GATACCAGGC 

701 TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC 

751 CGGGAAGCGT GGCGCTTTCT 

801 GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA 

851 GCCCGACCGC TGCGCCTTAT 

901 TAAGACACGA CTTATCGCCA 

951 AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG 

10 01 CTACGCCTAC ACTAGAAGGA 

1051 CAGTTACCTT CGGAAAAAGA 

1101 ACCGCTGGTA GCGGTGGTTT 

1151 AAAAAAAGGA TCTCAAGAAG 

1201 CTCAGTGGAA CGAAAACTCA 

1251 AAAAGGATCT TCACCTAGAT 

1301 AATCTAAAGT ATATATGAGT 

1351 TCAGTGAGGC ACCTATCTCA 

1401 GCCTGACTCC CCGTCGTGTA 

1451 TGGCCCCAGT GCTGCAATGA 

1501 ATTTATCAGC AATAAACCAG 

1551 CCTGCAACTT TATCCGCCTC 

IfiOl TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG 

1551 CTACAGGCAT CGTGGTGTCA 

1701 TCCGGTTCCC AACGATCAAG 

1751 AAAAGCGGTT AGCTCCTTCG 




GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCCTGCCCTC 

TTACCGGATA CCTCTCCGCC TTTCTCCCTT 

CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG 

GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA 

CCGGTAACTA TCGTCTTGXG TCCAACCCGG 

CTGGCAGCAG CCACTGCTAA CAGOATTACC 

TGCTACAGXG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 

CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC 

GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC 

TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG 

ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG 

CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA 

CCTTTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC 

AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA 

GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT 

GATAACTACG ATACGGGAGC GCTTACCATC 

TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG 

CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGG7 

CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC 

TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGGCATTC 

CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC 

GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA 

GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 
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1801 CCGCAGTGTT ATCACTCATG 

1851 CTCATGCCAT CCCTAAGATC 

1901 GTCATTCTGA GAATAGTGTA 

1951 CAA7ACGGGA TAATACCGCG 

2001 ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG 

2051 GAGATCCACT TCGAT CTAAC 

2 1 D 1 CTTTTACTTT CACCAGCGTT 

2151 GCCGCAAAAA AGGGAATAAG 

2201 CTTCCTTTTT CAATATTATT 

2251 GCGGATACAT ATTTGAATG7 

2301 CGCACATTTC CCCGAAAAGT 



GTTATGGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT 

CTTTTCTGTG ACTGGTGACT ACTCAACCAA 

TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCCCCCT 

CCACATAGCA GAACTTTAAA AGTGCTCATC 

GCGAAAACTC TCAAGGATCT TACCGCTGTT 

CCACTCGTGC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT 

TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAAAT 

GGCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT 

GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA 

ATTTAGAAAA ATAAACAAAT AGGGGTTCCG 

GCCACCTGTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC 



2351 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCA'TCAGG CGAAATTGTA AACGTTAATA 

2401 TTTTGTTAAA ATTCGCGTTA AATATTTGTT AAATCAGCTC ATTTTTTAAC 

2451 CAATAGGCCG AAATCGGCAA AATCCCTTAT AAATCAAAAG AATAGACCGA 

2501 GATAGGGTTG AGTGTTGTTC CAGTTTCGAA CAAGAGTCCA CTAWAAAGA 

2551 XCGTGGACTC CAACGTCAAA GGGCGAAAAA CCCTCTATCA CGGCGATGGC 

2601 CCACTACGTG AACCATCACC CAAATCAAGT TTTTTOCGGT CGAGGTGCCG 

2 651 TAAAGCTCTA AATCCGAACC CTAAAGGGAG CCCCCGATTT AGAGCTTGAC 

2701 GGGGAAAGCC GGCGAACG7G GCGAGAAAGG AAGGGAAGAA AGCGAAAGGA 

2751 GCGGGCGCTA GGGCGCTGGC AAGTGTAGCG GTCACGCTGC GCGTAACCAC 

2801 CACACCCGCC GCGCTTAATG CGCCGCTACA GGGCGCGTCC ACTCGCCATT 

2851 CAGGCTGCGC AACTGTTGGG AAGGGCGATC GGTGCGGGCC TCTTCGCTAT 

2901 TACGCCAGC* GGCGAAAGGG GGATGTGCTG CAAGGCGATT AAGTTGGGTA 

2951 ACGCCAGGGT TTTCCCAGTC ACGACGTTGT AAAACGACGG CCAGTGAATT 

3001 GTAATACGAC TCACTATA 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1. 3-14 ? ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages 2 f filed w j tn the letter of . 

pages , filed with the letter of . 



30 September 1999 (30.09.1999^ 



2*^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-15 



16-25 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 30 September 1999 (30.09.1999) 
, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/3-3/3 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



30 September 1999 (30.09.1999) , 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 | | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-25 



1-25 



1-25 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

None of the available prior art documents discloses the 
subject matter claimed in the present application relating 
to novel oligonucleotides and their application as probes 
for identifying mRNAs coding for the precursors of 
amidated polypeptide hormones. 

The document "Biochemistry, 1991, 30, 6189-6194", 
considered to represent the closest prior art, describes 
the action mechanism and structure of the enzyme 
peptidylaminoglycolate lyase, which catalyses the 
amidation reaction of the amidated polypeptide hormone 
precursors (C-terminal end point with free acid function) 
into the active and resistant hormone (amidated C-terminal 
end point), and thus enables the hormone to mature. It is 
known from the document in question that: 

The present application relates to the identification of 
amidated polypeptide hormone precursors (and thus the 
identification of novel amidated polypeptide hormones) 
through the application of the oligonucleotides OX, or OX 
and OZ, as probes for identifying mRNAs coding for said 
hormone precursors. The OX oligonucleotides are able to 
form hybrids with OY = oligonucleotide sequence coding for 
the recognition site on the precursor of the hormone (s) of 
sequence Gly Arg(Lys) Arg(Lys), and the OZ 
oligonucleotides are able to form hybrids with a signal 
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jmational application No. 
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consensus sequence characteristic of the amidated 
polypeptide hormones comprising the sequence Leu Leu aal 
aa2 Leu. This method therefore differs from the 
conventional techniques used for isolating and purifying 
proteins, and offers the advantage of providing 
simultaneously several hormones by direct identification 
of the nucleotide sequence coding for said precursors. 
The subject matter of the claims of the present 
application therefore appears to satisfy the requirements 
of PCT Article 33(2) and (3). 
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I. Base du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
i'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 



Description, pages: 

1,3-14 
2 



version initiale 
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Dessins, feuilles: 
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comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a 6te depose, comme il est indique ci-apres 
(r^gle 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant 
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V Declaration motivee selon . article 35(2) quant a la nouveaute, i activite inventive et la possible 
^application industrielle; citations et explications a lappu. de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute ° ui : Revendications 1-25 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-25 

Non : Revendications 

Possibility ^application industrielle Oui: Revendications 1-25 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) Qanvier 1994) 



Section V: 



Auoun art anterieur disponible ne divulgue I'objet revendique dans la presente 
demande concernant de nouveaux oligonucleotides e. leur applicat,on comme sondes 
Z TSST- ABN. oodant pour ,es precursors d'hormones polypeptides 

U dement -Biochemistry, 1991 , 30, 6189-6194- consider, con,™. ^representan, rar, 
anterieur le plus proche, decrit le mecanisme d'action et la structure de I enzyme 
Z Cinogly'colate lyase q ui catalyse ,a reaction ^^"^3— libra, 
d'hormones polypeptidiques amidees (extremite 

en I'hormone active et resistante (extremite Cterrmnale am,dee), et permet a.ns, 
maturation de I'hormone. II est connu de ce document que 
U presente demande concerne .'identification de preourseurs d'hormones 
polypeptidiques amidees, (et ainsi Identification de nouveltes hormones 
polypeptidiques amidees) par application des olfconucleotrfes OX, ou OX et OZ, 
cor m Tsondes pour .'identification des ARNm codan, pour lesdrfs precursors 
d holones Les oligonucleotides OX etant capables de s'hybnder avec OY = 
%ZZ£ZJL»** codan, pour ,e site de reconnaissance sur le precursor 
de ou des hormones de sequence Gly Arg(Lys) Arg(Lys), e, les ol.gonucleo. des OZ 

alapab.es de s'hybrider avec une ^^"ZTl^T^l 
hormones polypeptidiques amidees comportant la sequence Leu Leu aal aa2 Leu. 
CeTmethode se differencie done des techniques classiques d',solemen. e, de 
purlin des proteines e, offre ,'avantage de mettre en evidence •"«*"«"«« 
plieurs hormones par W en«ica,«on directe de ,a sequence nuc,eo.,d,que codan, pour 

'lC ions de ,a presente demande semble done sa.isfaire aux 

conditions des articles 33(2) et (3) du PCT. 
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Cette faction impo.se la presence d'un site dc reconnaissance sur le precurscur dc ou des 
hormones, site qui comportc toujour* la sequence ; glycine et deux acides amines 
basiqucs (argininc ou lysine) (cf. A.G. Katopodis et coll.. Biochemistry, 30(25), 
6189-6194. June 1991, ct references citccs). 

Lcs hormones polype ptidiques amidces qui sent destinces a ctre secrftees hors du 
reticulum endoplasmique sont connues pour comportcr unc sequence consensus signal 
d'unc quinzainc a unc trcntainc d'acides aminds, cctte sequence est pnSsente a l'extrcmitc 
N-tcrminalc dc la chamc polypcptidiquc. EUc est coupec plus lard par une enzyme .signal 
peptidase, de sortc qu'on tie la retrouve plus dans la proline unc fois sccretee 
(cf. F. Cuttitia, The Anatomical Record, 236, 87-93 (1993) ct references citccs). 
A l'heurc actuellc, la decouvcrtc d'unc nouvcllc proline n'est pas une chose aisee. 
L'isolement et la purification des prolines peuvent se faire par des techniques diverse* : 
precipitation au point isoclectrique. exuaction Elective par certains solvants, puis 
purification par crystallisation, distribution a contre courant, chromatographic 

t d'adsorption. de partagc ou par echange d'ions. clcctrophoresc... Cependant ccs 
technique; sous-cntendent la connaissancc des propria dc la proteinc a .solcr. Par 
ailleurs. lorsqu'on dispel d'un cchantillon pur d'une nouvelle proline interessante sur 
1c plan thcrapcutique. il reste encore de nombreuses ctapes avant de disposer d'un rmcro- 
organisme gendtiqucment modific capable dc la synthdtiscr. 

„ La mAhode proposce par la prdscntc invention offrc l'avantagc. par 1'utilisation d'unc 
particularite de la sequence ncptidiquc du prccurscur de toutes hormones amidte 
connues a ce jour, dc permettre la misc cn evidence simultan<5e dc plusicurs nouvclh* 
hormones dc cette catcgorie, Cette recherche, se fait par Identification dirccte del, 
sequence nuclcotidiquc codant pour lcsdits precursors dans des banques d ADNc 

3 prcparces a partir de tissus dans lesquels lcs precurscurs de ccs hormones torn 
susceptibles d'etre synthcUses. 

La recherche par cctte mcthodc est bcaucoup moms contraignantc que lcs techniques 
classiques de biochimie citees prcccdemment car : 

- cUe peut conduire a isoler. suivant le m£me principe, plusieurs precursors distincts 
w presents dans lc m6mc tissu ; 

- cite pcrmet de mettre en evidence, dans tes memcs conditions techniques, des 
precursors corrcspondant * des hormones ayant des propria biochimiqucs ct 
biologiqucs tres diffcrcntes ; 

- die autori.se Identification concomitante dc toutes lcs hormones pepddiqucs pouvant 
,s , etre contenues dans le mSine ptecurseur. 



10 



-17- 

16. Mcthode d'idcnufication du precurseur d'un peptide ayant unc extrcmitc C-terminalc 
amidec. caractcriscc paries ctepes success! ves suivantes : 

- obtention d'unc banquc d'ADN; 

- hybridation d'un ou plusieurs oligonucleotides scion Tunc 
quclconquc des revendications I a 7 avec ladite banque d'ADN; 

- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banquc qui 
s'hybridc avec un oligonucleotide scion Tunc quclconquc des revendicatioas I a 7; 

- identification dans cctte ou ccs sequences d'un ou plusieurs 
pttScurscurs dc peptides avcc unc possible extxemte C-terminal amidce. 

17. Mcthode scion la revendication 16, caractdri.ee en ce que Vetape d'hybridation 
utilise unc librairic combinatoire selon la revendication 15. 

18. Mdthode d'identificauon du precurseur d'un peptide ayant une extremitf C-terminak 
amidec. caractensce par les (Stapes succcssives suivantes : 

- obtention d'unc banquc d'ADN; 

- utilisation dc la technique PCR pour amplifier le fragment d'inicn3t 1 
I'aide d'un ensemble ^oligonucleotides .scion Tunc quclconquc des revendications 1 a 7 
et d'un autre ensemble ^oligonucleotides scion la revendication 14; 

- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui , 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune qudconque des revendications 1 a 7; 

- identification dans ccttc ou ccs sequences d'un ou plusieurs 
prccurscurs dc peptides avec une possible exircmitc C-tcrminal amidec. 

19. Mcthode selon la revendication 18. caracu-risee en ce que Vctapc d'amplification 
utilise une Librairic combinatoire selon la revendication 15. 

20. Mcthode d'idcnufication du precurseur d'un peptide ayant unc cxtrernite C-terminalc 
amidec. caractdriscc par les titapes successives suivantes : 

- obtention d'unc banquc d'ADN; 

- utilisation de la technique PCR pour amplifier lc fragment d'intcret a 
I'aide d'un ensemble d'oligonucleotides scion Tunc quelconque des revendications I a 7; 
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- identification de la ou les sequences d'ADN de Iaditc banquc qui 
sTiybridc avcc un oligonucleotide scion I'une qudeonquc des rovendications 1 a 7; 

- identification dans cettc ou ccs sequences d'un on plusicurs 
prccurscurs dc peptides avcc unc possible cxtrcmite" C-terminal amidec. 

5 21. M6thodc scion la rcvendication 20, caractcriscc en ce que l'6lape d'amplification 
utilise unc Ubtairic combinatoire selon la rcvendication 15 . 

22. Mdthode d'identification du pnScurscur d'un polypeptide ayant unc cxtrdmitc C- 
tcrminalc amid<Se. caractcriscc par les Stapes sui vantes : 

- obtenlion d'une banquc d'ADN; 

. miUsadon de la technique PCR pour amplifier le fragment d'intcret a 
l'aide d'un oligonucleotide .scion Tunc quclconque des revendication 1 a 7 et un autre 
oligonucleotide simple brin capable dc s'hybridcr en conditions douces ou stringentes 
avcc unc sequence consensus universellc contcnuc dans la sequence du vecteur 
plasmidique dans lequcl som clones les ADNc dc la dite banque d'ADN, tela que les 
15 primers T3, T7. KS, SK, MB. Reverse; 

- identification dc la sequence d'ADNc dc Iaditc banquc qui sTiybridc 
avec un oligonucleotide scion l'unc quclconque des revendication I a 7: 

- identification dans eette sequence d'un ou plusieurs prC-curseurs de 
peptides avcc une possible extnimite' C-terminal amidce. 

w 23. Mdthodc scion la rcvendication 22. caractcrisfe en ce que l'ctape d'amplification 
utilise une librairie combinatoirc scion la rcvendication 15 . 

24. Mdthodc scion l'unc quclconque des revendications 16 a 23, caractcriscc en cc que la 
banque d'ADN est une banquc d'ADNc. 

25. Mcthode selon Tunc quclconque des revendications 16 a 24, caractensee en ce que 
25 l'oiigonucleotide simple brin est detectable a l'aide d'un agent de marquagc. tel que 1c »P 

ou la digoxygeninc. 



******* 



Sequence du plasmide pGEM®-T Easy Vector 



Le plasmide pGEM®-T Easy Vector, dont in sequence est reproduce ci-dessoas, a cttS linearise 
avec EcoK V a. la base 60 dc cetie sequence (indiquCc par une astcrisque). On lui a ajoutd un T 
aux deux cxtremitds 3'. Le T ajoutd n'est pa* inclus dans cctte sequence. La sequence 
rcproduite ci-apres correspond a TARN synthase par la T7 ARN polymerase et est le 
coraplcmcntairc dc I'ARN syntheUsc- par la SP6 ARN polymerase. 
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1 GGGCGAATTO GGCCCGACGT CGCATGCTCC CGGCCCCCAT GGCGOCCGCG 

51 GGAATTCGAT w ATCACTAGTG AATTCGCGGC CGCCTGCAGG TCGACCATAT 
GOGAGAGCTC CCAACGCGTT GGATGCATAG CTTGAGTATT CTATAGTGTC 

151 ACCTAAATAG CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT 

201 TGTTATCCGC TCACAATTCC ACACAACATA CGAGCCGGAA GCA*AAAGTG 

251 TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTOCGTTGC 

301 GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA GCTGCATTAA 

351 TCAATCCCCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCGTATTC GGCGCTCTTC 

401 CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCGGCGAG 

451 CCCTATCAGC TCACTCAAAG CCCGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG 

501 GATAACGCAG GAAAGAACAT GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA 

5 SI CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT CCATAGGCTC CCCCCCCCTG 

601 ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG AAACCCGACA 
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651 GGACTATAAA GATACCAGGC 

701 TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC 

751 CGGGAAGCGT GGCGCTTTCT 

801 GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA 

851 GCCCGACCGC TGCGCCTTAT 

901 TAAGACACGA CTTATCGCCA 

951 AGAGCGAGGT ATGTAGGCGO 

1001 CTACGGCTAC ACTAGAAGGA 

1051 CAGTTACCTT CGGAAAAAGA 

1101 ACCGCTGG-TA GCGGTCCTTT 

1151 AAAAAAAGGA TCTCAAGAAG 

1201 CTCAGTGGAA CGAAAACTCA 

1251 AAAAGGATCT TCACCTAGAT 

1301 AATCTAAAGT ATATATCAGT 

1351 TCAGTGAGGC ACCTATCTCA 

1401 GCCTGACTCC CCGTCGTGTA 

1451 TGGCCCCAGT GCTGCAATGA 

1501 ATTTATCAGC AATAAACCAG 

1551 CCTGCAACTT TATCCGCCTC 

1601 TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG 

1651 CTACAGGCAT CGTGGTGTCA 

1701 TCCGGTTCCC AACGATCAAG 

1751 AAAAGCGGTT AGCTCCTTCG 




GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCCTGCCCTC 

TTACCGGATA CCTCTCCGCC TTTCTCCCTT 

CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG 

GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA 

CCGGTAACTA TCGTCTTGAG TCCAACCCGG 

CTGGCAGCAG CCACTGGTAA CAGOATTACC 

TGCTACAGXG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 

CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC 

GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC 

TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG 

ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG 

CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA 

CCOTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC 

AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA 

GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT 

GATAACTACG ATACGGGAGG GCTTACCATC 

TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG 

CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT 

CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC 

TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGGCATTC 

CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC 

GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA 

GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 
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1801 


CCGCAGTGTT 


ATCACTCATG 


GTTATGGCAG 


CACTGCATAA 




11151 

JLm B A» 


GTCAT GC CAT 


C C GTAAGATG 

•rf mrmmTw^m^m^mt 4m ymr 


C TtTTCTGTG 


At *p ritzy* fi'h.fiip 




1901 

mm^ W mm 


GTCATTCTGA 


GAATAGTGTA 


TGCGGCGACC 


GAClTTGCTCT 


TGCCCGGCGT 


1451 


CAATACGGGA 


TAATACCGCG 


CCACATAGCA 


GAACTTTAAA 


A WW A ^k^^.A \^ 


2001 


ATTGGAAAAC 


GTTCTTCCGG 


GCGAAAACTC 


TCAAGGATCT 


TACCGCTGTT 


2051 


GAGATCCAGT 


TCGATGTAAC 


CCACTCGTGC 


ACCCAAC2TGA 


nfl^f**?*^ AfSf* A*l* 

A A 


2101 


^ ^ » ^W^r^^mr A 


CACCAGCGTT 


TCTGGGTGAG 


CAAAAACAGG 


AAGGCAAAAT 


2151 


GCCGCAAAAA 


AGGGAATAAG 


GGCGACACGG 


AAATGTTGAA 


TACTCATACT 


2201 


CTTCCTTTXT 


CAATATTATT 


GAAGCATTTA 


TCAGGGTTAT 


TGTCTCATGA 

A *" A ^ A *m*w% A V* • • 


2251 

mm mm J A> 


G£GGATACAT 


ATTTGAATG1* 


ATTTAGAAAA 


ATAAACAAAT 


AGGGGTTCCG 

AWWMWA AW*^M» 


2301 


CGCACATTTC 


CCCGAAAAGT 


GCCACCTGTA 


TGCGGTGTGA 


AXTACCGCAC 




XGATGCGTAA 


GG AC* A A A ATA 


CCGCATGAGG 


CGAAATTGTA 


AXCGTTAATA. 


* V V **• 


TTTTtJTTAAA 


ATT GGO GTTA 


AATATTTGTT 


AAATCAGCTC 


n ^» A • • *%% vww^v 




CUTACGCCG 


AAATCGGCAA 


AATCCCTTAT 


AAATCAAAAG 


AATAGACCGA 


A>S w a. 




AGTGTT GTTC 

4Tmm^ A * A A A w» 


mGTTTGGAA 




CTATTAAAGA 


«A 3 U 




CAACGTCAAA 


GGGCCAAAAA 


CCGTCTATCA 


CGGCGLATGGC 


2fifl1_ 


CCACTACGTG 


AACCATCACC 


CAAATCAAGT 


TTTTTQCOGT 


CGAGCTGCCG 


A U iJ A» 


TAAAGCTCTA 


AATCGGAACC 


CTAAAGGGAG 


CCCCCGATTT 


AGAGCTTGAC 


2701 


GGCGAAAGCC 


GGC GAACGTG 


G£*GA!GHJLAGG 


AJLCGGAAGAA 


AGCGAAAOGA 


2*75*L 
<4 / w a> 




GGGCGCTGGC 


AAGTGTAGCG 


GTCACGCTGiC 


GCGTAACCAC 


^ D w a» 


£At!ACCCGCC 


GCGCTTAATG 


CGCCGCTACA 


GGGCGCGTCC 


ATTCGCCATT 




rxGGCTGCGC 


AACTGTTGGG 


AAGGGCGATC 


GGTGCGGGCC 


TCTTCGCTAT 


2QQ1 


TACOCCAGCT 


GGCGAAAGGG 


GGATGTGCTG 


CAAGGCGATT 


AAGTTGGGTA 


* J J *u 


ACGCCAGGGT 


TTTCCCAGTC 






CCAGTGAATT * 


*a a 

300 1 


GTAATAvGAt 
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Oligonucleotides permettant Identification de pre^ffseurs d'hormones 

polypeptidiques amidees 



La presente invention a pour objet de nouveaux oligonucleotides et leur application 
comme sondes pour Tidentification des ARNm codant pour les precurseurs d'hormones 
polypeptidiques amidees et, ainsi, Identification de nouvelles hormones polypeptidiques 
amidees. L'invention conceme done des oligonucleotides dont la sequence nucleotidique 
est decrite ci-apres et une m&hode ^identification des precurseurs d'hormones amidees. 

Les hormones polypeptidiques amidees sont synthetisees sous forme d'un precurseur qui 
subit une maturation. Cette maturation consiste en une reaction d' amidation. 

La reaction d'amidation de l'extremite C-terminale est une reaction caracteristique des 
hormones polypeptidiques amidees. Cette reaction, qui intervient sur le precurseur d'une 
ou plusieurs hormones, permet la maturation de l'hormone et assure egalement sa 
biostabilite dans le milieu physiologique : le groupement amide forme est moins 
vulnerable que la fonction acide libre. Lhormone est alors plus resistante aux 
carboxypeptidases, elle reste active plus longtemps dans la cellule et garde une affinite 
optimale avec son site recepteur. 

L'amidation a ete largement decrite (" Peptide amidation M , Alan F. Bradbury et Derek 
G. Smyth, TIBS 16 : 112-115, March 1991 et "Functional and structural 
characterization of peptidylamidoglycolate lyase, the enzym catalyzing the second step ii} 
peptide amidation ", A.G. Katopodis, D.S. Ping, C.E. Smith and S.W. May, 
Biochemistry, 30(25) : 6189-6194, June 1991), son mecanisme est le suivant : 

1- clivage de la chaine polypeptidique precurseur de T hormone par une endoprotease au 
niveau de deux acides amines basiques qui sont Farginine et/ou la lysine, 

2 - ensuite, se produisent deux clivages par la carboxypeptidase qui conduisent a 
T intermediaire glycine etendu, 

3 - Tenzyme PAM (Peptidyl-glycine-a-Amidating Monooxygenase) comprend deux 
activites enzymatiques distinctes : dans un premier temps, elle convertit Tintermediaire 
glycine etendu en derive a-hydroxyglycine, la sous unite de Tenzyme PAM qui intervient 
est la PHM (Peptidyl-glycine-a-Hydrolylating Monooxygenase). Le derive obtenu sert 
de substrat a la deuxieme sous unite de la PAM (notee PAL : Peptydil-a-hydroxy glycine 
a-Amidating Lyase) qui fixe la fonction amine de la glycine sur l'acide amine 
immediatement adjacent du cot£ N-terminal et libere le glyoxylate. 
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Cette reaction impose la presence d'un site de reconnaissance sur le precurseur de ou des 
hormones, site qui comporte toujours la sequence : glycine et deux acides amines 
basiques (arginine ou lysine). 

Les hormones polypeptidiques amidees qui sont destinees a etre secretees hors du 
reticulum endoplasmique sont connues pour comporter une sequence consensus signal 
d'une quinzaine a une trentaine d' acides amines, cette sequence est presente a 1'extremite 
N-tenninale de la chaine polypeptidique. Elle est coupee plus tard par une enzyme signal 
peptidase, de sorte qu'on ne la retrouve plus dans la proteine une fois secretee. 

A Theure actuelle, la decouverte d'une nouvelle proteine n'est pas une chose aisee. 
L'isolement et la purification des proteines peuvent se faire par des techniques diverses : 
precipitation au point isoelectrique, extraction selective par certains solvants, puis 
purification par cristallisation, distribution a contre courant, chromatographic 
d'adsorption, de partage ou par echange d'ions, electrophorese... Cependant ces 
techniques sous-entendent la connaissance des proprietes de la proteine k isoler. Par 
ailleurs, lorsqu'on dispose d'un echantillon pur d'une nouvelle proteine interessante sur 
le plan therapeutique, il reste encore de nombreuses etapes avant de disposer d'un micro- 
organisme genetiquement modifie capable de la synthetiser. 

La methode proposee par la presente invention offre 1'avantage, par l'utilisation d'une 
particularity de la sequence peptidique du precurseur de toutes hormones amidees 
connues a ce jour, de permettre la mise en evidence simultanee de plusieurs nouvelles 
hormones de cette categoric Cette recherche se fait par Identification directe de la 
sequence nucleotidique codant pour lesdits precurseurs dans des banques d'ADNc 
preparees a partir de tissus dans lesquels les precurseurs de ces hormones sont 
susceptibles d'etre synthetises. 

La recherche par cette methode est beaucoup moins contraignante que les techniques 
classiques de biochimie citees precedemment car : 

- elle peut conduire a isoler, suivant le meme principe, plusieurs precurseurs distincts 
presents dans le meme tissu ; 

- elle permet de mettre en evidence, dans les memes conditions techniques, des 
precurseurs correspondant k des hormones ayant des proprietes biochimiques et 
biologiques tres differentes ; 



- elle autorise l'identification concomitante de toutes les hormones peptidiques pouvant 
etre contenues dans le meme precurseur. 
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De ce fait, cette invention permet un gain de temps et d' argent non negligeable dans un 
secteur ou les depenses de Recherche et Developpement represented une proportion tres 
importante du chiffre d'affaires. 

La presente invention permettra egalement l'etude pharmacologique de substances actives 
ayant un role physiologique fondamental dans I'organisme des mammiferes : les 
hormones et plus particulierement les neurohormones polypeptidiques amidees. 
Disposant en premier lieu des ADNc correspondant aux substances actives, il sera alors 
possible d'introduire par genie genetique le vecteur clone pour mener la synthase des 
hormones ayant une application therapeutique par des micro-organismes. 

L'invention a d'abord pour objet un oligonucleotide OX simple brin pouvant s'hybrider 
dans des conditions douces avec un oligonucleotide OY de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, 
dans laquelle Yl represente une sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Yl est 
supprime, Y2 represente un trinucleotide codant pour Gly, Y3 et Y4 represented 
independamment un trinucleotide codant pour Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence 
nucleotidique de 1 k 21 nucleotides ou Y5 est supprime. 

On entend par nucleotide une unite monomere de TARN ou de V ADN ayant la structure 
chimique d'un ester phosphorique de nucleoside. Un nucleoside resulte de la liaison 
d'une base purique (purine, adenine, guanine ou analogues) ou d'une base pyrimidique 
(pyrimidine, cytosine, uracile ou analogues) avec le ribose ou le desoxyribose. Un 
oligonucleotide est un polymere de nucleotides designant une sequence amorce, une 
sonde ou un fragment d'ARN ou d'ADN. 

Les oligonucleotides cites peuvent etre obtenus par synthase, il existe une methode 
automatisee de reference qui est decrite dans les publications suivantes : "DNA synthesis" 
de S.A. Narang, Tetrahedron, 39, 3 (1983) et "Synthesis and use of synthetic 
oligonucleotides" de K. Itakura, JJ. Rossi et R.B. Wallace, Annu. Rev. Biochem., 53, 
323 (1984). 

De preference, OX peut s f hybrider dans des conditions stringentes avec OY. 

De f a?on plus preferentielle, OX peut s ! hybrider avec un oligonucleotide O Y de sequence 
Y2-Y3-Y4-Y5. 

De fa9on encore plus preferentiellement, OX peut s'hybrider avec un oligonucleotide OY 
de sequence Y1-Y2-Y3-Y4 ou Y2-Y3-Y4. 



Particulierement, OX peut s^ybrider avec un oligonucleotide OY tel que Y5 represente 
une sequence nucleotidique Y6-Y7-Y8-Y9 dans laquelle Y6 represente un trinucleotide 
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codant pour Ser, Thr, ou Tyr, Y7 represente un trinucleotide codant pour un acide amine 
quelconque, Y8 represente un trinucleotide codant pour Glu ou Asp et Y9 represente une 
sequence nucleotidique comprenant de 1 a 12 nucleotides. Plus particulierement, OX peut 
s'hybrider avec un oligonucleotide OY tel que Yl et Y9 sont sxipprimes. 

Tout particulierement, OX peut s'hybrider avec un oligonucleotide OY dans lequel Y2 
represente un trinucleotide codant pour Gly, Y3 represente un trinucleotide codant pour 
Lys, Y4 un trinucleotide codant pour Arg et Y5 une sequence de 3 trinucleotides codant 
pour Ser-Ala-Glu. 

Cette sequence a ete determinee grace a une etude statistique sur 27 sites d'amidation 
connus et a conduit a definir sur 6 positions un motif donne d'acides amines : Gly-Lys- 
Arg-Ser-Ala-Glu. 

En raison de la degenerescence du code genetique et du nombre eleve de codons 
correspondant a la Gly (4 codons), a 1' Arg (6 codons) et a la Ser (6 codons), la sequence 
de l'oligonucleotide a ete construite a Taide de deux precedes permettant de prendre en 
compte cette degenerescence : 

- utilisation a certaines positions de Tinosine, nucleotide dont la base azotee, 
Fhypoxanthine, s'apparie indifferemment avec les 4 bases azotees constitutives de 
TADN, 

- variation, a certaines positions, de la nature de la base azotee incorporee 
generant ainsi un nombre de combinaison d'oligonucleotides proportionnel au nombre de 
bases differentes introduites. 

La presente invention a egalement pour objet un oligonucleotide OY comportant de 9 a 42 
nucleotides de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Yl represente une sequence 
nucleotidique de 1 k 12 nucleotides ou Yl est supprime, Y2 represente un trinucleotide 
codant pour Gly, Y3 et Y4 represented independamment un trinucleotide codant pour 
Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence nucleotidique de 1 a 21 nucleotides ou Y5 est 
supprime. 

De preference, Tinvention a pour objet un oligonucleotide OY tel que Yl est supprime ou 
tel que Y5 est supprim6. 

L f invention a particulierement pour objet un oligonucleotide OY tel que Y5 represente une 
sequence nucleotidique Y6-Y7-Y8-Y9, dans laquelle Y6 represente un trinucleotide 
codant pour Ser, Thr ou Tyr, Y7 represente un trinucleotide codant pour un acide amine 
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quelconque, Y8 represente un trinucleotide codant pour Glu ou Asp et Y9 represente une 
sequence nucleotidique comprenant 1 a 12 nucleotides. 

L'invention a plus particulierement pour objet un oligonucleotide OY tel que Yl et Y9 
sont supprimes. 

L'invention a tout particulierement pour objet un oligonucleotide OY, caracterise en ce 
que Yl est supprime, Y2 represente un trinucleotide codant pour Gly, Y3 represente un 
trinucleotide codant pour Lys, Y4 un trinucleotide codant pour Arg et Y5 une sequence de 
trois trinucleotides codant pour Ser-Ala-Glu. 

La presente invention concerne aussi uri oligonucleotide simple brin OZ, caracterise en ce 
qu'il comprend de 15 a 39 nucleotides et est capable de s'hybrider avec une sequence 
consensus signal caracteristique des hormones polypeptidiques amidees, ladite sequence 
ayant pour formule Z1-Z2-Z3-Z4-Z5-Z6-Z7 dans laquelle Zl represente une sequence 
nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Zl est supprime, Z2 et Z3 repr6sentent deux 
trinucleotides codant pour Leu, Z4 et Z5 repnSsentent deux trinucleotides codant pour 
deux acides amines quelconques, Z6 represente un trinucleotide codant pour Leu, et Z7 
represente une sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Z7 est supprime. 

Dans cette invention, on entendra par hormone, les hormones polypeptidiques amidees 
du systeme endocrinien, et plus particulierement les neurohormones. 

La sequence consensus signal est une sequence portee par les precurseurs des proteines 
qui sont secretees par les cellules apres leur maturation. 

La presente invention concerne enfin un ensemble ^oligonucleotides OX ou OZ tel qu'il 
constitue une librairie combinatoire. 

Dans l'invention decrite, on entend par librairie combinatoire un ensemble 
^oligonucleotides synthetises en prenant pour modele une sequence nucleotidique codant 
pour une sequence d'acides amines dont certains peuvent Stre variables. Du fait de la 
degenerescence du code gen^tique, on obtiendra un ensemble d'oligonucleotides 
differents. 

Un autre objet de l'invention est une m6thode ^identification du precurseur d'un peptide 
ayant une extremite C-terminale amidee, caracterisee par les etapes successives suivantes : 



1 - obtention d'une banque d'ADN; 
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2 - hybridation d'un ou plusieurs oligonucleotides OX avec Iadite 

banque d'ADN; 

3 - identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui 
s'hybride avec un oligonucleotide OX; 

4 - identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible extremity C-terminal amidee. 

On preferera une methode telle que la banque d'ADN est une banque d'ADNc. 

L'ADN complementaire (ADNc) est une chaine nucleotidique dont la sequence est 
complementaire de celle d'un ARNm, la reaction conduisant aux ADNc monocatenaire est 
catalysee par la transcriptase inverse. L' ADNc bicatenaire peut etre obtenu par action de 
l'ADN polymerase, il est ensuite insere h l'aide d'une ligase dans un plasmide ou un 
vecteur derive du bacteriophage X. 

Une banque d'ADNc regroupe les ADNc correspondant aux ARNm cytoplasmiques 
extrait d'une cellule donnee. La banque est dite complete lorsqu'elle comprend au moins 
un clone bacterien pour chaque ARNm de depart. 

L'hybridation a lieu lorsque deux oligonucleotides ont des sequences nucleotidiques 
substantiellement complementaires, ils peuvent s'associer sur leur longueur par 
etablissement de liaisons hydrogene entre bases complementaires. 

On preferera particulierement une methode telle que l'oligonucleotide OX est detectable a 
Taide d f un agent de marquage, tel que le 32 P ou la digoxygenine. 

Les agents de marquage radioactif des nucleotides les plus couramment utilises sont les 
elements qui emettent des rayons P, par exemple, 3 H, I2 C, 32 P, 33 P et 35 S. 

Le marquage de l'oligonucleotide se fait par 1'addition h son extremite 5' d'un 
groupement phosphate apporte par le (y- 32 P)-ATP, cette reaction est catalysee par 
Fenzyme T4-polynucleotide kinase. Le marquage par la digoxygenine est 
immunoenzymatique, la digoxygenine est associee a une base azptee et incorporee a 
l'oligonucleotide. Sa presence est revelee par 1'utilisation d f un anticorps dirige contre la 
digoxygenine et couple k une phosphatase alcaline. La revelation utilise la couleur 
developpee par un substrat hydrolyse par la phosphatase alcaline. 

D'autres techniques de marquage peuvent etre employees : oligonucleotides modifies 
chimiquement pour qu'ils contiennent un agent de complexation des metaux (on utilise 
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souvent des complexes du lanthanide), un groupe contenant de la biotine ou ester 
d'acridine, un compose fluorescent (fluorescine, rhodamine, Texas red) ou autre. 

On preferera tout particulierement une methode d'identification de precurseur d'hormone 
polypeptidique amidee telle que l'etape d'hybridation utilise une librairie combinatoire 
d'oligonucleotides OX. 

L'invention a encore pour objet une methode d'identification du precurseur d'un peptide 
ayant une extremity C-terminale amidee, qui comprend les etapes suivantes : 

1 - obtention d'une banque d'ADN; 

2 - utilisation de la technique PCR pour amplifier le fragment d'interet a 
1'aide d'un ensemble d'oligonucleotides OX et un autre ensemble d'oligonucleotides OZ; 

3 - identification de la sequence d'ADN de ladite banque qui s'hybride 
avec l'oligonucleotide OX et qui atet amplifiee par la rection de PCR; 

4 - identification dans cette sequence d'un ou plusieurs peptides avec 
une possible extremite C-terminale amidee. 

On entend par fragment d'interet la sequence d'ADNc codant pour le precurseur d'une ou 
plusieurs honnones polypeptidiques amidees. 

La reaction d'amplification de 1'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) necessite 
une preparation d'ADN denature par chauffage a 95°C. Ensuite, cette preparation est 
appartee k un exces de deux oligonucleotides complementaires aux brins opposes de 
TADN, de part et d'autre de la sequence a amplifier. Chaque oligonucleotide sert ensuite 
d'amorce a une DNA polymerase (extraite de bacteries thermophiles du type Thermus 
aquatitus : Taq polymerase) pour la copie de chacun des brins de l'ADN. Ce cycle peut 
etre repete, de maniere automatisee, par denaturations-renaturations successives. 

II existe de nombreuses references detaillant les protocoles du PCR : Brevets US n° 
4.683.192, 4.683.202, 4.800.159 et 4.965.188, "PCR technology : principles and 
applications for DNA amplification", H. Erlich, ed. Stockton Press, New York (1989) et 
"PCR protocols : a guide to methods and applications", Innis et al., eds. Academic Press, 
San Diego, California (1990). 

De preference, ladite banque d'ADN est une banque d'ADNc. 

Plus preferentiellement, ledit oligonucleotide OX est detectable a 1'aide d'un agent de 
marquage tel que le 32 P ou la digoxygenine. 
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On preferera particulierement une methode d' identification de precurseur d'hormone 
polypeptidique amidee telle que 1'etape d'amplification utilise une librairie combinatoire 
^oligonucleotides OX et une autre librairie combinatoire ^oligonucleotides OZ. 

Un autre objet de l'invention est une methode ^identification du precurseur d'un peptide 
ayant une extremite C-terminale amidee, qui comprend les etapes suivantes : 

1 - obtention d'une banque d'ADN; 

2 - utilisation de la technique PCR pour amplifier le fragment d'interet a 
l'aide d f un ensemble ^oligonucleotides OX; 

3 - identification de la sequence d'ADN de ladite banque qui s'hybride 
avec l'oligonucleotide OX et qui atet amplifiee par la rection de PCR; 

4 - identification dans cette sequence d'un ou plusieurs peptides avec 
une possible extremite C-terminale amidee. 

Le but de cette methode est de caracteriser les sequences nucleotidiques codant pour des 
precurseurs presentant plus d'un site d'amidation. 

De preference, ladite banque d'ADN est une banque d'ADNc. 

Plus preferentiellement, ledit oligonucleotide OX est detectable a Taide d f un agent de 
marquage tel que le 32 P ou la digoxygenine. 

On preferera particulierement une methode d^dentification de precurseur d'hormone 
polypeptidique amidee telle que Tetape d'amplification utilise une librairie combinatoire 
^oligonucleotides OX. 

Une autre methode proposee par la presente invention pour 1'identification du precurseur 
d'un polypeptide ayant une extremite C-terminale amidee, est caracterisee par les etapes 
suivantes : 

1 - obtention d'une banque d'ADN; 

2 - utilisation de la technique PCR pour amplifier le fragment d'interet a 
l'aide d'un oligonucleotide OX et un autre oligonucleotide simple brin capable de 
s'hybrider en conditions douces ou stringentes avec une sequence consensus universelle 
contenue dans la sequence du vecteur plasmidique dans lequel sont clones les ADN de la 
dite banque d'ADN, tels que les primers T3, T7, KS, SK, M13, Reverse; 
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3 - identification de la sequence d'ADN de ladite banque qui s'hybride 
avec un oligonucleotide OX; 

4 - identification dans cette sequence d f un ou plusieurs peptides avec 
une possible extremite C-terminale amidee. 

La sequence consensus universelle est une sequence portee par le vecteur dans lequel est 
clone l'ADN de la banque. Cette sequence peut servir d'amorce pour le sequengage. Les 
sequences nucleotidiques de ces primers sont disponibles dans : Sambrook, J., Fritsch, 
E.F., Maniatis, T., "Molecular cloning, a laboratory manual", 2nd edition, 1989, Colel 
Spring Harbor Laboratory Press. 

La reaction du PCR necessite que deux oligonucleotides se fixent sur TADNc clone dans 
un vecteur pour que son amplification ait lieu. Dans le cas ou Ton ne connait qu'une seule 
sequence propre au fragment d'ADN a amplifier, une solution pour contourner ce 
probleme est d'utiliser un oligonucleotide qui pourra s'hybrider avec une sequence 
nucleotidique propre au vecteur dans lequel a ete clone 1'ADNc, telle qu'une sequence 
consensus universelle. 

Ete preference, ladite banque d'ADN est une banque d' ADNc. 

On preferera un oligonucleotide OY detectable & l'aide d'un agent de marquage tel que le 
32 P ou la digoxygenine. 

On preferera plus particulierement une etape d'amplification utilisant une librairie 
combinatoire d'oligonucleotides OX. 
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EXEMPLE : 

La methode decrite par 1'invention a ete validee par son application sur une hormone deja 
isolee. La neurohormone choisie est la cholecystokinine (CCK) qui est le neuromediateur 
quantitativement le plus important represents dans le cerveau. 

1.1. Preparation de la matrice d'ADN serva nt aux reactions de PCR a partir d'une banque 
commerciale Lambda Zapp II ( Rat Brain cDNA Library Vector, ref. 936 S0H.de 
STRATAGENE (Lafolla. U.S.A.V 

Cette banque d' ADNc Stratagene contient le clonage des ADNc de cellules de cerveau de 
rat. 

1.1.1. Liberation des ADNc clones sous forme de phagemides Bluescript (Stratagene, 
Lajolla, U.S.A.). 

Elle se fait en suivant le protocole suivant : on met en contact pendant 15 minutes a 37°C, 
250 |il de la banque d'ADNc a 2.10 8 PFU/ml, 200 |jlI de bacteries XL X blue (genotype : 
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacKZAM15 TnlO 
(Tet0] c - cf. Bullock, Fernandez, Short, Biotechniques, 5, 376-379 (1987) - densite 
optique a 600 nm : D.O. = 2,5) et 1 jxl de phage ExAssist™ (cf. Hay, B., Short, J., 
Strategies, 5, 16-18 (1992)) a 10^ PFU/ml. Puis l'ensemble est incube sur 50 ml de 
milieu LB (composition : pour 1 litre d'eau physiologique sterile, on melange 10 g de 
NaCl, 5 g d'extrait de levure et 10 g de Bactotryptone) pendant 3 heures sous agitation a 
37°C. Le bouillon de culture est centrifuge puis le surnageant est inactive par chauffage a 
70°C pendant 20 minutes. 

1.1.2. Obtention des ADNc sous forme d'une banque de plasmides double brin. 

Cette etape necessite 15 minutes d'incubation a 37°C de 100 pi du surnageant inactive et 
200 ^1 de bacteries SOLR™ (genotype : el4~(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC 
recB red uvrC umuC::Tn5 (Kan r ) lac gyrA96 relAl thi-1 endAl X R [F 1 proAB 
lacHZAM15] c Su" (nonsuppressing) - cf. Hay, B., Short, J.M., Strategies, 5(1), 16-18 
(1992) - D.O. = 1 a 600 nm). Apres addition de 50 |il d'ampicilline <a 100 mg/ml) et de 
50 ml de milieu LB, le tout est mis a incuber a 37°C sous agitation pendant une nuit. Les 
plasmides sont prepares a partir de 50 ml de culture avec le protocole et les colonnes 
QIAGEN Plasmid Midi Kit de QIAGEN (les colonnes QIAGEN contiennent une resine 
d f 6change anionique possedant a sa surface des groupes diethylaminoethanol charges 
positivement, lesquels interagissent avec les phosphates du squelette de TADN). On a 
ainsi obtenu une solution d'ADN a 1,37 |ig/|xl. 
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1.2. Amplification d'une portion du precurseur de la CCK a partir de la banque de 
plasmides ainsi preparec. 

1.2.1. Etablissement des sequences des deux oligonucleotides necessaires a la reaction de 
PCR. 

L'un de ces deux nucleotides contiendra la sequence complementaire a celle codant pour 
le site d'amidation de la CCK, ce site est connu et a pour sequence Gly-Arg-Arg-Ser-Ala- 
Glu. Cet oligonucleotide, que Ton nommera oligo CCK amid, a pour sequence 
nucleotidique : 

5' CTCAGCACTGCGCCGGCC 3' 

Le second oligonucleotide, note oligo CCK 5\ correspond a la sequence consensus 
signal : 

5* GTGTGTCTGTGCGTGGTG 3' 

La taille du produit ^amplification attendu est de 315 paires de bases, c'est la distance 
existant entre les sequences correspondant a ces deux oligonucleotides sur la sequence 
precurseur de la CCK. 

1.2.2. Reaction de PCR. 

On prepare une dilution D] contenant 1 (il d'enzyme Taq polymerase Goldstar 5 U/|xl 
(cf. Reynier, P., Pellissier, J.F., Harle, J.R., Malthiery, Y., Biochemical and 
Biophysical Research Communications, 205(1), 375-380 (1994)), 1 \i\ d un tampon 10 
fois concentre en Taq polymerase standard et 8 jil d'eau. 

Puis on melange 1 \i\ & oligo CCK 5' k 250 ng/[ll, 1 \il d' oligo CCK amid a 250 ng/jil, 
1 \il dNTP a 10 raM chacun, 1 \il d'ADN banque ADNc a 250 ng/jil, 5 \il de tampon 
10 fois concentre de Tenzyme Taq polymerase, 2 \i\ MgCl 2 a 25 mM, 1 }i\ de la dilution 
Di et 37 III d'eau. 

Les conditions d' amplification sont les suivantes : on effectue d'abord un traitement 
thermique de 5 minutes a 95°C, puis on renouvelle 30 cycles. Les denaturations se font 
pendant 45 secondes a 95°C, Thybridation pendant 30 secondes a 60°C et Telongation 
pendant 1 minute a 72°C. Enfin, un cycle supplementaire est mene avec une elongation de 
10 minutes a 72°C. 
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1.2.3. Resultats. 

Les resultats sont lus par migration sur gel d' agarose a 0,8% de 1/10 du produit de la 
reaction de PCR. En presence de bromure de 3,8-diamino-5-ethyl-6- 
phenylphenanthridinium (bromure d'ethydium), on visualise sur le gel une bande unique, 
intense, de taille legerement superieure au marqueur de poids moleculaire 300. 

1.3. Sous clonage du produit PCR dans iin rer teur penetrant le seq iif-nya^ 

Le vecteur utilis6 est le pGEM T-easy Vector (commercials par PROGENIA 
Corporation, Madison, U.S.A., reX A' 1380 - sequence donnee en annexe I). Les etapes 
sont les suivantes : 

- purification de la bande correspondante au produit PCR par electroelution, 

- ligation durant une nuit a 16°C avec 1 ^1 de vecteur pGEM T-easy a 
50 ng/uJ, 1 |Ltl de tampon ligase concentre 10 fois, 

- 3 u,I de produit extrait de la bande purifie estimee a 20 ng/ul, 

- on complete avec de l'eau jusqu'a 10 u.1. 

Les bacteries JM 109 (genotype : el4-(McrA") recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r K - 
m K+ ) supE44 relAl A(lac-proAB) [F 1 traD36 proAB lacKZAM15] - cf. Yanish-Perron, 
C, Viera, J., Messing, J., Gene, 33, 103-199 (1985)) sont rendues competentes par un 
traitement prealable au CaCl 2 puis transformees par un choc thermique de 45 secondes a 
42°C avec 1/5 de la ligation. Les cellules sont ensuite mises en culture sur le milieu LB- 
ampicilline en boite de Petri pendant toute une nuit a 37°C. 

On prepare l'ADN plasmidique de quelques clones recombinant. Puis le sous clonage est 
verifid par la digestion enzymatique avec Eco RI. 

1.4. Sequen9age. 

II est effectue par la technique classique des didesoxynucleotides de SANGER sur le 
vecteur pGEM T-easy Vector ayant incorpore le produit PCR de 315 paires de bases 
(prepare a grande echelle par le kit QIAGEN tip 100). L'amorce utilisee pour le 
sequenfage est l'oligonucleotide universel T7 present sur le plasmide pGEM T-easy 
Vector. 
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1.5. Resultat. 

Le sequence brute suivante est obtenue : 

GTG TGT CTG TGC GTG GTG ATG GCA GTC CTG GCA GCA GGC GCC CTG 
GCG CAG CCG GTA GTC CCT GTA GAA GCT GTG GAC CCT ATG GAG CAG 
CGG GCG GAG GAG GCG CCC CGA AGG CAG CTG AGG GCT GTG CTC CGA 
CCG GAC AGC GAG CCC CGA GCG CGC CTG GGC GCA CTG CTA GCC CGA 
TAC ATC CAG CAG GTC CGC AAA GCT CCC TCT GGC CGC ATG TCC GTT 
CTT AAG AAC CTG CAG GGC CTG GAC CCT AGC CAC AGG ATA AGT GAC 
CGG GAC TAC ATG GGC TGG ATG GAT TTC GGC CGG CGC AGT GCT GAG 

La traduction en acides amines de la sequence obtenue aboutit a : 

VCLCW MAVLAAGALA QPWPVEAVD PMEQRAEEAP 
RRQLRAVLRP DSEPRARLGA LLARYIQQVR KAPSGRMSVL 
KNLQGLDPSH RISDRDYMGW MDFGRRSAE 

permet bien de retrouver la sequence nucleotidique du precurseur de la CCK (dont la 
sequence a ete fournie par la banque de donnees Swiss Prot n° p01355). 

L'abreviation des acides amines est la suivante : 



Alanine 


A 


Leucine 


L 


Argine 


R 


Lysine 


K 


Acide aspartique 


D 


Methionine 


M 


Asparagine 


N 


Phenylalanine 


F 


Cysteine 


C 


Proline 


P 


Acide glutamique 


E 


Serine 


s. 


Glutamine 


Q 


Threonine 


T 


Glycine 


G 


Tryptophane 


W 


Histidine 


H 


Tyrosine 


Y 
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Revendications 



1. Oligonucleotide OX simple brin, caracterise en ce qu'il comprend de 9 a 42 
nucleotides et est capable de s'hybrider dans des conditions douces avec un 
oligonucleotide OY de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Yl represente une 
sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Yl est supprime, Y2 represente un 
trinucleotide codant pour Gly, Y3 et Y4 representent independamment un trinucleotide 
codant pour Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence nucleotidique de 1 a 21 
nucleotides ou Y5 est supprime. 

2. Oligonucleotide OX selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend de 9 a 
42 nucleotides et est capable de s'hybrider dans des conditions stringentes avec un 
oligonucleotide OY de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Yl represente une 
sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Yl est supprime, Y2 represente un 
trinucleotide codant pour Gly, Y3 et Y4 representent independamment un trinucleotide 
codant pour Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence nucleotidique de 1 a 21 
nucleotides ou Y5 est supprime. 

3. Oligonucleotide OX selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que Yl est 
supprime dans l'oligonucleotide OY. 

4. Oligonucleotide OX selon la revendication 1, 2 ou 3, caracterise en ce que Y5 est 
supprime dans l'oligonucleotide OY. 

5. Oligonucleotide OX selon la revendication 1, 2 ou 3, caracterise en ce que, dans OY, 
Y5 represente une sequence nucleotidique Y6- Y7-Y8-Y9, dans laquelle Y6 represente un 
trinucleotide codant pour Ser, Thr, ou Tyr, Y7 represente un trinucleotide codant pour un 
acide amine quelconque, Y8 represente un trinucleotide codant pour Glu ou Asp et Y9 
represente une sequence nucleotidique comprenant de 1 a 12 nucleotides. 

6. Oligonucleotide OX selon la revendication 5, caracterise en ce que Yl et Y9 sont 
supprimes dans l'oligonucleotide OY. 

7. Oligonucleotide OX selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il peut s'hybrider 
avec ledit oligonucleotide OY dans lequel Y2 represente un trinucleotide codant pour Gly, 
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Y3 represente un trinucleotide codant pour Lys, Y4 un trinucleotide codant pour Arg et 
Y5 une sequence de 3 trinucleotides codant pour Ser-Ala-Glu. 

8. Oligonucleotide simple brin OY, caracterise en ce qu'il comprend de 9 k 42 
nucleotides de sequence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Yl represente une sequence 
nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Yl est supprime, Y2 represente un trinucleotide 
codant pour Gly, Y3 et Y4 representent independamment un trinucleotide codant pour 
Arg ou Lys, et Y5 represente une sequence nucleotidique de 1 a 21 nucleotides ou Y5 est 
supprime. 

9. Oligonucleotide OY selon la revendication 8, caracterise en ce que Yl est supprime 

10* Oligonucleotide OY selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que Y5 est 
supprime. 

11. Oligonucleotide OY selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que Y5 
represente une sequence nucleotidique Y6-Y7-Y8-Y9, dans laquelle Y6 represente un 
trinucleotide codant pour Ser, Thr, ou Tyr, Y7 represente un trinucleotide codant pour un 
acide amine quelconque, Y8 represente un trinucleotide codant pour Glu ou Asp et Y9 
represente une sequence nucleotidique comprenant de 1 a 12 nucleotides. 

12. Oligonucleotide OY selon la revendication 11, caracterise en ce que Yl et Y9 sont 
supprimes. 

13. Oligonucleotide OY selon la revendication 12, caracterise en ce que Y2 represente un 
trinucleotide codant pour Gly, Y3 represente un trinucleotide codant pour Lys, Y4 un 
trinucleotide codant pour Arg et Y5 une sequence de 3 trinucleotides codant pour Ser-Ala- 
Glu. 

14. Oligonucleotide simple brin OZ, caracterise en ce qu'il comprend de 15 a 39 
nucleotides et est capable de s'hybrider en conditions douces ou stringentes avec une 
sequence consensus signal caracteristique des hormones polypeptidiques amidees, ladite 
sequence a pour formule Z1-Z2-Z3-Z4-Z5-Z6-Z7 dans laquelle Zl represente une 
sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Zl est supprime, Z2 et Z3 representent 
deux trinucleotides codant pour Leu, Z4 et Z5 representent deux trinucleotides codant 
pour deux acides amines quelconques, Z6 represente un trinucleotide codant pour Leu, et 
Z7 represente une sequence nucleotidique de 1 a 12 nucleotides ou Z7 est supprime. 

15. Ensemble d'oligonucleotides OX selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 ou 
d'oligonucleotides OZ selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il constitue une 
librairie combinatoire. 
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16. Methode ^identification du precurseur d'un peptide ayant une extrernite C-terminaJe 
amidee, caracterisee par les etapes successives suivantes : 

- obtention d'une banque d'ADN; 

- hybridation d'un ou plusieurs oligonucleotides selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 7 avec ladite banque d'ADN; 

- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 7; 

- identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible extrernite C-terminal amidee. 

17. Methode selon la revendication 16, caracterisee en ce que l'etape d'hybridation 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 15. 

18. Methode d'identification du precurseur d'un peptide ayant une extrernite C-terminale 
amidee, caracterisee par les etapes successives suivantes : 

- obtention d'une banque d'ADN; 

- utilisation de la technique PGR pour amplifier le fragment d'interet a 
l'aide d'un ensemble ^oligonucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 
et d'un autre ensemble d'oligonucleotides selon la revendication 14; 

- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 7; 

- identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible extrernite C-terminal amidee. 

19. Methode selon la revendication 18, caracterisee en ce que l'etape d'amplification 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 15. 

20. Methode d'identification du precurseur d'un peptide ayant une extrernite C-terminale 
amidee, caracterisee par les etapes successives suivantes : 

- obtention d'une banque d'ADN; 



- utilisation de la technique PCR pour amplifier le fragment d'interet a 
l'aide d'un ensemble d'oligonucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 & 7; 
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- identification de la ou les sequences d'ADN de ladite banque qui 
s'hybride avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 7; 

- identification dans cette ou ces sequences d'un ou plusieurs peptides 
avec une possible extremite C-terminal amidee. 

21. Methode selon la revendication 20, caracterisee en ce que l'etape ^amplification 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 15 . 

22. Methode ^identification du precurseur d'un polypeptide ayant une extremite C- 
terminale amidee, caracterisee par les etapes suivantes : 

- obtention d'une banque d'ADN; 

- utilisation de la technique PCR pour amplifier le fragment d'interet a 
1'aide d'un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendication 1 a 7 et un autre 
oligonucleotide simple brin capable de s'hybrider en conditions douces ou stringentes 
avec une sequence consensus universelle contenue dans la sequence du vecteur 
plasmidique dans lequel sont clones les ADNc de la dite banque d'ADN, tels que les 
primers T3, T7, KS, SK, M13, Reverse; 

- identification de la sequence d'ADNc de ladite banque qui s'hybride 
avec un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendication 1 a 7; 

- identification dans cette sequence d'un ou plusieurs peptides avec une 
possible extremite C-terminale amidee. 

23. Methode selon la revendication 22, caracterisee en ce que l'etape d' amplification 
utilise une librairie combinatoire selon la revendication 15 . 

24. Methode selon Tune quelconque des revendications 16 a 23, caracterisee en ce que la 
banque d'ADN est une banque d'ADNc. 

25. Methode selon Tune quelconque des revendications 16 a 24, caracterisee en ce que 
roligonucleotide simple brin est detectable a Taide d'un agent de marquage, tel que le 32 P 
ou la digoxygenine. 
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ANNEXE I 



Sequence du plasmide pGEM®-T Easy Vector 

Le plasmide pGEM®-T Easy Vector, dont la sequence est reproduite ci-dessous, a ete linearise 
avec EcoR V a la base 60 de cette sequence (indiquee par une asterisque). On lui a ajoute un T 
aux deux extremit6s 3'. Le T ajoute n'est pas inclus dans cette sequence. La sequence 
reproduite ci-apres correspond a l'ARN synthetise par la T7 ARN polymerase et est le 
complementaire de l'ARN synthetise par la SP6 ARN polymerase. 



1 


GGGCGAATTG 


GGCCCGACGT 


CGCATGCTCC 


CGGCCGCCAT 


GGCGGCCGCG 


51 


GGAATTCGAT* 


ATCACTAGTG 


AATTCGCGGC 


CGCCTGCAGG 


TCGACCATAT 


101 


GGGAGAGCTC 


CCAACGCGTT 


GGATGCATAG 


CTTGAGTATT 


CTATAGTGTC 


151 


ACCTAAATAG 


CTTGGCGTAA 


TCATGGTCAT 


AGCTGTTTCC 


TGTGTGAAAT 


201 


TGTTATCCGC 


TCACAATTCC 


ACACAACATA 


CGAGCCGGAA 


GCATAAAGTG 


251 


TAAAGCCTGG 


GGTGCCTAAT 


GAGTGAGCTA 


ACTCACATTA 


ATTGCGTTGC 


301 


GCTCACTGCC 


CGCTTTCCAG 


TCGGGAAACC 


TGTCGTGCCA 


GCTGCATTAA 


351 


TGAATCGGCC 


AACGCGCGGG 


GAGAGGCGGT 


TTGCGTATTG 


GGCGCTCTTC 


401 


CGCTTCCTCG 


CTCACTGACT 


CGCTGCGCTC 


GGTCGTTCGG 


CTGCGGCGAG 


451 


CGGTATCAGC 


TCACTCAAAG 


GCGGTAATAC 


GGTTATCCAC 


AGAATCAGGG 


501 


GATAACGCAG 


GAAAGAACAT 


GTGAGCAAAA 


GGCCAGCAAA 


AGGCCAGGAA 


551 


CCGTAAAAAG 


GCCGCGTTGC 


TGGCGTTTTT 


CCATAGGCTC 


CGCCCCCCTG 


601 


ACGAGCATCA 


CAAAAATCGA 


CGCTCAAGTC 


AGAGGTGGCG 


AAACCCGACA 
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1801 CCGCAGTGTT ATCACTCATG 

1851 GTCATGCCAT CCGTAAGATG 

1901 GTCATTCTGA GAATAGTGTA 

1951 CAATACGGGA TAATACCGCG 

2001 ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG 

2051 GAGATCCAGT TCGATGTAAC 

2101 CTTTTACTTT CACCAGCGTT 

2151 GCCGCAAAAA AGGGAATAAG 

2201 CTTCCTTTTT CAATATTATT 

2251 GCGGATACAT ATTTGAATGT 

2301 CGCACATTTC CCCGAAAAGT 

2351 AGATGCGTAA GGAGAAAATA 

2401 TTTTGTTAAA ATTCGCGTTA 

2451 CAATAGGCCG AAATCGGCAA 

2501 GATAGGGTTG AGTGTTGTTC 

2551 ACGTGGACTC CAACGTCAAA 

2601 CCACTACGTG AACCATCACC 

2651 TAAAGCTCTA AATCGGAACC 

2701 GGGGAAAGCC GGCGAACGTG 

2751 GCGGGCGCTA GGGCGCTGGC 

2801 CACACCCGCC GCGCTTAATG 

2851 CAGGCTGCGC AACTGTTGGG 

2901 TACGCCAGCT GGCGAAAGGG 

2951 ACGCCAGGGT TTTCCCAGTC 

3001 GTAATACGAC TCACTATA 



PCT/FR98/0I767 



2 




GTTATGGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT 
CTTTTCTGTG ACTGGTGAGT ACTCAACCAA 
TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCGGCGT 
CCACATAGCA GAACTTTAAA AGTGCTCATC 
GCGAAAACTC TCAAGGATCT TACCGCTGTT 
CCACTCGTGC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT 
TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAAAT 
GGCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT 
GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA 
ATTTAGAAAA ATAAACAAAT AGGGGTTCCG 
GCCACCTGTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC 

CCGCATCAGG CGAAATTGTA AACGTTAATA 

AATATTTGTT AAATCAGCTC ATTTTTTAAC 

AATCCCTTAT AAATCAAAAG AATAGACCGA 

CAGTTTGGAA CAAGAGTCCA CTATTAAAGA 

GGGCGAAAAA CCGTCTATCA GGGCGATGGC 

CAAATCAAGT TTTTTGCGGT CGAGGTGCCG 

CTAAAGGGAG CCCCCGATTT AGAGCTTGAC 

GCGAGAAAGG AAGGGAAGAA AGCGAAAGGA 

AAGTGTAGCG GTCACGCTGC GCGTAACCAC 

CGCCGCTACA GGGCGCGTCC ATTCGCCATT 

AAGGGCGATC GGTGCGGGCC TCTTCGCTAT 

GGATGTGCTG CAAGGCGATT AAGTTGGGTA 

ACGACGTTGT AAAACGACGG CCAGTGAATT 




651 


GGAfTATA & A 


G AT A C*f* A fSfSr^ 


701 


A WW X wX X wV«V7 


aw w>w X VTwwurw 


751 


CGGGAAGCGT 


wwwww X X X W X 


801 

O W ^> 


G r PGT r AGG , rr , G 


X XwVswXwwaa 


asi 

w <J ^ 


VJs» W W \M1V> W< WW 


X wrt«ljUL X X Al 


■7 VI X 


T 1 A A fZ A A A 




7 ^ X 


A G A fZT* a A Gf2H* 

AwASVwl£Bft\9w X 


A X A3 x aVsvtCZ 


1001 

Xw W X 


w IaLVnL X aw 


7k ^rTfH /"4 71 4k ^^■H 


1051 


WA\7X X AWW X X 




iini 

XXU X 






1 1 CI 
JilJ X 


A A A A 5k. & 


TlTuAAGAAG 






CGAAAACTCA 




% li n n rirtu fti#^i¥i 

AAAAGGATwT 


TCACCTAGAT 


X J Ux 


AA.TCTAAAGT 


ATATATGAGT 




TCAGTGAGGC 


ACCTATCTCA 


1401 


^^^4^4PM^4^fe MMMM 

GCCTGACTCC 


CCGTCGTGTA 


1451 


TGGCCCCAGT 


GCTGCAATGA 




ATTTATCAGC 


AATAAACCAG 






fln4k •44.^^l^4)^4l*%rf**W»** 

TATCCGCCTC 


1601 


TAGAGTAAGT 


AGTTCGCCAG 


1651 


CTACAGGCAT 


CGTGGTGTCA 


1701 


TCCGGTTCCC 


AACGATCAAG 


1751 


AAAAGCGGTT 


AGCTCCTTCG 



PCT/FR98/0I767 



3 




GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC 

TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT 

CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG 

GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA 

CCGGTAACTA TCGTCTTGAG TCCAACCCGG 

CTGGCAGCAG CCACTGGTAA CAGGATTAGC 

TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA 

CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC 

GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC 

TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG 

ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG 

CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA 

CCTTTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC 

AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA 

GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT 

GATAACTACG ATACGGGAGG GCTTACCATC 

TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG 

CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT 

CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC 

TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGGCATTG 

CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC 

GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA 

GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 
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